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摘要 :【 目的 】 研 究 双重 氧化 酶 (dual oxidase, DUOX) Æ ZÆ Bombyx mori 中 的 表达 模式 ,探析 其 在 
家 看 肠 道 免 疫 机 制 中 的 作用 。[【 方 法 ] 通 过 和 氨基 酸 多 重 序列 比 对 和 系统 进化 分 析 对 BmDUOX 蛋白 
氨基 酸 序列 特征 进行 研究 ,并 采用 RT-PCR 方法 扩 增 获得 家 看 BmDUOX 膜 外 部 分 BnDUOX_OM 基 
因 序 列 。 在 大 肠 杆 菌 Eescherichia coli ( DE3) 中 诱导 表达 并 通过 亲 和 层 析 法 纯化 获得 重组 表达 有 蛋 
白 ， 以 其 为 抗原 免疫 昆明 鼠 ,获得 对 应 的 多 克隆 抗体 ;利用 所 得 的 抗体 检测 BmDUOX 的 表达 和 细胞 
定位 。 通 过 半 定 量 RT-PCR 方法 分 析 BmDUOX 在 家 大 不 同 发 育 时 期 和 组 织 中 的 表达 模式 及 病原 
诱导 表达 谱 。 另 外 ,利用 活性 氧 检测 试剂 盒 分 析 家 蚕 微 孢子 虫 Nosema bombycis 诱导 后 家 乔 BmE 
细胞 的 活性 氧 ( ROS) 的 含量 。【 结果】 生物 信息 学 分 析 表 明 ,BmDUOX 内 有 保守 的 Peroxidase, 
Ferric_reduct, EF-hand, FAD-binding 和 NAD-binding 结构 域 , 且 具有 6 个 跨 膜 区 , 跨 膜 形式 与 人 类 
Homo sapiens、 果 蝇 Drosophila melanogaster 等 的 DUOX 蛋白 的 跨 膜 形式 一 致 。 多 重 序列 比 对 分 析 表 
明 ,BmDUOX 的 过 氧化 酶 区 域内 具有 过 和 氧化 物 酶 的 保守 活性 位 点 。 克 隆 获 得 家 乔 BmDUOX_OM X. 
,并 纯化 获得 重组 表达 蛋白 ,制备 的 和 鼠 多 抗 具有 较 好 的 特异 性 。 间 接 免疫 荧光 实验 (IFA) 表 明 ， 
BmDUOX 位 于 家 乔 BmE 细胞 的 细胞 膜 上 。 表 达 模 式 分 析 表 明 ,BmDUOX X 5 龄 第 3 HHR 
和 成 虫 中 表达 量 较 高 ; 且 在 幼虫 表皮 、 精 梨 、 卵 策 和 头 内 高 量 表 达 , 在 成 虫 的 卵 梨 、 精 梨 、 表 皮 和 脂肪 
体内 也 有 较 高 的 表达 量 。 病 原 诱 导 分 析 表 明 ,通过 肠 道 起 始 感 染 的 家 蚕 微 孢 子 虫 能 够 诱导 家 乔 幼 
k FH BmDUOX 基因 持续 上 调 表 达 , 且 其 诱导 后 的 BmE 细胞 内 活性 氧 含量 也 明显 增加 ,提示 
BmDUOX 调控 的 肠 上 皮 ROS 应 答 参 与 抵抗 家 和 蛋 微 孢子 中 的 侵 染 。[【 结论 ] BmDUOX 含有 典型 的 结 
构 域 及 保守 的 活性 位 点 ,表明 其 在 家 看 中 具有 保守 的 生物 学 功能 。BmDUOX 在 家 看 不 同 发 育 时 
期 、 不 同 组织 及 病原 诱导 下 的 表达 谱 提 示 其 可 能 参与 宿主 肠 上 皮 对 家 蚕 微 孢子 虫 的 免疫 反应 。 
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Abstract: [ ^im] To explore the expression pattern and roles of dual oxidase ( DUOX) in gut immunity 
in the silkworm, Bombyx mori. [Methods] The amino acid sequence of BmDUOX was analyzed by 
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bioinformatic methods, and the outside region encoding gene, BmDUOX OM, was cloned from B. mori 
and transferred into Eescherichia coli Transetta ( DE3) to obtain the fusion protein. After purification by 
Ni affinity chromatography, the purified protein was treated as antigen to immunize mouse to prepare 
polyclonal antibodies, which were utilized for analyzing the expression and localization of BmDUOX in 
BmE cells. Semi-quantitative RT-PCR was employed to assay the expression patterns of BmDUOX in 
different developmental stages and different tissues and the pathogen-induced expression profiles. 
Additionally, the content of reactive oxygen species ( ROS) in BmE cells after induction by Nosema 
bombycis was analyzed by using ROS detection kit. [Results] Bioinformatics analysis showed that 
BmDUOX has conserved peroxidase, ferric reduct, EF-hand, FAD-binding and NAD-binding domains. 
There are also six transmembrane regions in BmDUOX , and their transmembrane form is consistent with 
that of hDUOX2 and DnDUOX. Multiple sequence alignment analysis showed that the peroxidase domain 
of BmDUOX has conserved activity sites. BmDUOX OM gene was cloned, the recombinant protein was 
purified, and  mouse-origin polyclonal antibody with high specificity was prepared. Indirect 
immunofluorescence assay (IFA) showed that BmDUOX was located on the plasma membrane of BmE 
cells. Expression pattern analysis showed that BmDUOX was highly expressed in the 5th instar day-3 
larvae and adults of the silkworm, and in the tissues of integument, testis, ovary, head of larvae, and the 
ovary, testis, integument, fat body of its adults. Expression of BmDUOX in the larval midgut of the 
silkworm could be continuously induced by microsporidia Nosema bombycis, and the content of ROS in 
BmE cells was obviously increased after induction by N. bombycis, suggesting that DUOX-regulated 
intestinal epithelial ROS response may play important roles in the resistance against the infection of N. 
bombycis. [ Conclusion] BmDUOX has the typical functional domains and active sites, showing its 
conservative biological function in B. mori. Expression profiles of BmDUOX in B. mori in different 
developmental stages, different tissues, and under induction by diverse pathogenic microorganisms 
suggest that BmDUOX may be involved in the immune response of host intestinal epithelium to the 
invasion of pathogenic microbes. 


Key words: Bombyx mori; gut immunity; dual oxidase; sequence analysis; polyclonal antibody; 
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大 多 数 后 生动 物 的 肠 道 内 具有 复杂 的 微生物 群 


氧 (reactive oxygen species, ROS) 的 产生 成 为 调节 昆 














落 , 这 些微 生物 有 助 于 肠 上 皮 维 持 肠 道内 的 动态 平 
衡 ,其 数量 和 质量 会 根据 机 体 的 生理 变化 而 动态 变 
化 (Clark et al., 2015) 。 肠 上 皮 已 经 具有 了 耐 受 共生 
微生物 的 机 制 ,而 共生 微生物 也 同时 进化 出 逃避 窒 
主 免 疫 应 答 的 方式 。 因 此 , 肠 上 皮 细 胞 仍 需要 调节 
自 映 免疫 反应 ,及 时 且 适 当地 响应 微生物 群落 的 涨 
落 变化 (Xiao et al., 2017) 。 和 哺乳 动物 类 似 , 昆 虫 
的 肠 道 也 要 频繁 地 与 共生 微生物 或 经 食物 传染 的 病 
原 微 生物 互 作 , 这 就 要 求 肠 道上 皮 除 了 需要 保护 肠 
道内 正常 生存 的 共生 微生物 群落 外 ,还 需要 杀伤 外 
来 的 病原 微生物 (Ha et al., 2009)。 目 前 ,针对 黑 腹 
Rte Drosophila melanogaster 和 办 比 亚 按 蚊 Anopheles 
gambiae 已 经 建立 了 研究 肠 道 与 肠 道 微生物 互 作 的 
模型 ( Hegde et al., 2015; Kanellopoulos, 2015) 。 其 
中 ,由 双重 氧化 酶 (dual oxidase，DUOX) 介 导 的 活性 















































虫 肠 道 微生物 动态 平衡 的 免疫 机 制 (Ha and Lee 
KASeo, 2009; Oliveira et al., 2011 )。 

DUOX 4E J JR PE Hi IR ER o — EDT BR ERR 
( NADPH) 氧化 酶 家 族 成 员 之 一 (Geiszt and Leto, 
2004) ,在 哺乳 动物 的 甲状 腺 中 被 首次 鉴定 得 到 
(Dupuy et al.，1999 ) ,至今 已 经 在 人 类 Homo 
sapiens , P HRE Caenorhabditis elegans 等 多 
个 物种 中 被 发 现 (De et al., 2000; Edens et al., 
2001; Ha et al., 2005) , DUOX 和 蛋白 内 通常 具有 过 
氧化 物 酶 结构 域 . 钙 离子 结合 区 域 . 铁 还 原 结构 域 、 
黄 素 腺 嗓 叭 二 核 音 酸 (FAD ) 结合 域 和 NADPH 结合 
域 (Bae et al., 2010) 。 近 年 来 发 现 ,各 类 型 的 非 吞 
BEME PE DUOX 家 族 酶 的 表达 ,其 中 包括 黏膜 上 
皮 细 胞 ,这 提示 DUOX 可 能 在 其 中 具有 潜在 的 生物 
学 功能 (Ha et al., 2005; Allaoui et al., 2009; 
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Fischer, 2009), 目前 ,对 人 类 中 的 DUOX 研究 较 
多 ,而 昆虫 中 DUOX 蛋白 的 研究 报道 大 多 数 来 源 于 
黑 腹 果 晶 、 闪 比 亚 按 蚊 等 。 研 究 表明 ,DUOX TERME 
肠 道 感染 中 具有 产生 活性 氧 应 答 的 功能 ,以 维持 肠 
道 微生物 动态 平衡 与 抵抗 病原 微生物 入 侵 ( Ha et 
al., 2009) ;同时 ,DUOX 基因 缺陷 可 导致 果 蝇 表 型 
变化 ,如 翅 的 形成 (Anh et al., 2011), TE ^E TR TE 
入 DUOX 特异 的 双 链 RNA (dsRNA) 后 ,可 导致 线虫 
的 表皮 合成 受 影响 (Edens et al., 2001), Pd EE ETE 
Woprpl E REATO R3: SE IRURE; DUOX 可 降低 
肠 道 对 免疫 效应 因子 的 通 透 性 (Kumar et al., 
2010 ) 。 斑 马 鱼 Danio rerio 上 皮 细 胞 中 的 DUOX 可 
参与 斑马 鱼 肠 道 的 抗菌 免疫 机 制 (Flores et al., 
2010) 。 在 作为 鳞 翅 目 昆虫 的 模式 生物 家 乔 Bombyx 







































































bombycis CQ1 分 离 株 ,保存 于 中 国 兽医 微生物 菌 种 
保藏 管理 中 心 (CVCC) ,保存 编号 为 CVCC102059 ; 
沙 雷 氏 杆 菌 Serratia marcescens, E pey W hi. FIAT 
Bacillus bombysepticus FN 5E JR WE P} Pichia pastoris 
(GS115 品系 ) 由 本 实验 室 保存 ;克隆 菌株 大 肠 杆菌 
Eescherichia coli ( TransSa ) 和 表达 菌株 Transetta 
( DE3) 购买 于 北京 全 式 金 生 物 公 司 。 
1.2 主要 试剂 

Trizol reagent, M-MLV 反 转 录 酶 和 pCold I 载体 
购 自 Invitrogen 公司 ; OligdT, dNTP, rTaqDNA 聚合 
酶 和 pMD19-T 载体 购 自 TaKaRa 公司 ; 胶 回 收 试剂 
盒 和 质粒 抽 提 试剂 盒 购 自 OMEGA 公司 ;PCR 纯化 
试剂 盒 购 自 AXYGEN 公司 ;蛋白 质 中 等 分 子 量 标 
准 , IPTG, X-Gal 和 Amp 购 自 上 海 生 工 ;PVDF 膜 购 
































氧化 酶 的 结构 域 , 旦 在 敲 除 DUOX WERE RKE 
中 肠 内 大 肠 杆 菌 的 数目 较 正 常 组 高 100 倍 ,这 提示 
ZÆ DUOX 可 能 参与 了 宿主 对 肠 道内 微生物 控制 
和 维持 肠 道 稳 态 等 过 程 (Hu et al., 2013) ,但 这 一 研 
究 并 未 直接 揭示 BmDUOX 的 敲 除 对 细胞 内 ROS A 
量 的 影响 及 其 与 肠 道 内 微生物 控制 间 的 关系 。 
此 ,针对 BmDUOX 开展 系统 的 序列 特征 、 表 达 模 式 
和 病原 诱导 分 析 , 对 深入 了 解 BmDUOX 1E ZC Wil 
免疫 机 制 中 的 生物 学 功能 具有 重要 的 意义 。 目 前 ， 
围绕 DUOX 和 蛋白 功能 开展 系统 分 析 , 已 经 成 为 深入 
解析 肠 道 免疫 机 制 的 研究 热点 之 一 。 

家 等 作 为 鳞 翅 目 昆 虫 的 研究 模型 ,是 重要 的 经 
济 昆虫 。 其 在 采 食 过 程 中 ,上 肠 道 也 会 接触 到 大 量 的 
致 病 微生物 ,如 家 看 微 孢 子 虫 Nosema bombycis 和 家 
看 核 型 多 角 体 病毒 ( BmNPV ) 等 ,系统 开展 家 春 肠 道 
免疫 机 制 研 究 可 为 防止 家 春 微 和 抱 子 虫 等 病原 的 有 效 
入 侵 提供 策略 。 因 此 ,本 研究 对 家 看 BmDUOX 的 表 
达 模 式 及 病原 诱导 情况 进行 研究 , 对 其 蛋白 质 序列 
进行 生物 信息 学 分 析 、 异 源 表 达 和 纯化 ,并 制备 多 克 
隆 抗体 ,为 后 续 人 研究 BmDUOX 在 家 看 肠 道上 皮 细 胞 
中 的 定位 及 参与 肠 道 免 疫 的 机 制 莫 定 基 础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 生物 材料 

ZKE B. mori 品种 为 大 造 (P50) ,由 西南 大 学 家 
看 基 因 资 源 库 提供 ;家 看 胚胎 细胞 (BmE) 于 本 实验 
室 培养 。 制 备 抗体 所 需 的 实验 动物 昆明 鼠 购 买 于 重 
WIES Sg ^E VI DOCIRCH BR A js KAMFEN. 












































自 Promega; 无 水 乙醇 .甲醇 . 冰 乙 酸 、EB 3 (6,300 DE 
JERE NERA Tris 饱和 酚 等 常用 试剂 购 自重 庆 化 
试 。 
1.3 RÆ BmDUOX 蛋白 的 序列 特征 分 析 

家 和 蛋 基 因 组 数据 库 由 西南 大 学 家 和 蛋 基 因 组 生物 
学 国家 重点 实验 室 完 成 (SilkDB http: // silkworm. 
swu. edu. cn/silkdb/) ; 以 已 经 报道 黑 腹 果 晶 D. 
melanogaster 的 DUOX(NP_608715.2 ) 为 基因 家 族 鉴 
定 的 种 子 序 列 ,在 家 看 基因 组 数据 库 中 进行 
BLASTP 检索 ,采用 E-value <10“ 作 为 闷 值 ,分 析 获 
得 相关 基因 序列 ,再 将 获得 的 序列 在 GenBank 中 进 
行 BLASTP 序列 比 对 ,进一步 完成 序列 验证 。 用 于 
同 源 序列 比 对 与 系统 进化 分 析 的 相关 序列 下 载 于 
NCBI 的 GenBank 数据 库 (http: // www. ncbi. nlm. 
nih. gov/) 。 对 序列 进行 分 析 时 使 用 的 分 析 软 件 包 
括 :BioXM2.6，ClusterX 1. 83, Primer premier 5.0 和 
MEGA 4 等 。 使 用 到 的 网 站 如 下 :分子量 预测 ， 
ExPASy ( http: // us. expasy. org/) ; 结构 域 预测 ， 
PFAM ( http: // pfam. janelia. org/) ; 信号 肽 预测 ， 
SignalP 3. 0 ( http: // www. cbs. dtu. dk/services/ 
SignalP/) ; 亚 细 胞 定位 预测 ,WegoLoc ( http: // www. 
btool. org/WegoLoc ) ; 跨 膜 域 预测 , TMHMM 2. 0 
(http: // www. cbs. dtu. dk/services/?TMHMM 2. 0/) ; 
WK TE 4 9r, ProtParam ( http: // web. expasy. org/ 
protparam/) 。 利 用 MEGA 6.0 KRESLI 
种 的 DUOX 蛋白 进行 系统 发 生 分 析 , 采 用 邻 位 相 接 
法 (neighbor-joining method, NJ) 构建 系统 发 生 树 ， 
参数 设置 为 Jones-Taylor-Thornton model, Bootstrap 进 
行 1 000 次 重复 以 检验 可 靠 性 。 
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1.4 RÆ BmDUOX 蛋白 膜 外 部 分 编码 基因 的 克 
隆 和 原核 表达 

由 于 家 至 BmDUOX 为 多 次 跨 膜 蛋白 ,本 研究 拟 
针对 其 膜 外 部 分 进行 基因 克隆 与 表达 。 因 此 ,首先 
采用 TMHMM Server, HMMTOP 和 TMpred 3 个 软件 
对 BmDUOX 的 跨 腊 区域 进行 预测 , 结果 显示 
BmDUOX EH N 端 第 49 — 176 位 氨基 酸 残 基 同 时 
被 预测 为 膜 外 部 分 ,命名 为 BmDUOX_OM。 根据 
BmDUOX_OM 序列 设计 带 有 酶 切 位 点 的 扩 增 引物 ， 
分 别 在 其 上 游 与 下 游 引 入 BamH I Sal 工 酶 切 位 
点 ,引物 序列 如 下 : BmDUOX OM F(S- 
ATATGGATCCGAGTCCGGATGTCCTATCGA-3'); 
BmDUOX | OM R ( 5'-GCGCGTCGACTCATTA 
AGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTACATTGGATT 
TTGATTGGTACGTG-3') , P X] Z€ d zs P Ug A KY 
HA 标签 序列 。 使 用 上 述 引物 ,以 家 和 蛋 晴 期 cDNA 为 
模板 对 目的 基因 进行 PCR 扩 增 ,反应 体系 : Taq 
buffer (10 x HiFi) 5.0 uL, dNTP (10 mmol/L) 4.0 
kL， 上 下 游 引 物 (10 umol/L) 4 0.8 uL, HiFi Taq 
(2.5 U/uL) 0.2 uL, 模板 cDNA 0.5 pL, 加 灭 菌 去 
离子 水 至 50 aL. PCR 扩 增 程序 : 94% 5 min; 947€ 
40 s, 60C 1 min, 72C 90s, 35 个 循环 ; 72% 延伸 
10 min。 产 物 连接 到 pCold I 原核 表达 载体 上 ,转化 
大 肠 杆菌 Trans5a 感受 态 细 胞 中 , 筷 选 获得 重组 表 
达 载 体 。 将 测序 正确 的 重组 表达 载体 转化 人 大 肠 杆 
Transetta ( DE3 ) 细胞 中 ,用 终 浓 度 为 0.2 mmol/L 
的 IPTG 在 16% 220 r/min 下 诱导 表达 24 h, Ayk 























显 色 试 剂 盒 ( Solarbio, 北京 ) 进行 显 色 以 分 析 抗 体 
寺 异 性 。 
1.6 RE BmDUOX 蛋白 的 间接 免疫 荧光 分 析 

将 BmE 细胞 传代 至 细胞 爬 片 上 ;在 28Y 下 过 
夜 ,取出 候 片 并 用 4.0% 多 聚 甲醛 固定 10 min; 透 化 
液 处 理 10 min 后 ,用 清洗 液 清洗 5 min ,重复 清洗 3 
次 ;使 用 含 10% 羊 血清 和 0.5% BSA 的 PBS 封闭 液 
室温 封闭 1 h ,清洗 液 清洗 5 min ,重复 清洗 3 次 ; 随 
后 以 1: 400 ( v/v) 稀释 的 Anti-BmDUOX 为 一 抗 ， 
1:64( v/v) RIER FITC 标记 的 羊 抗 鼠 IgG( 怕 云天 ， 
上 海 ) 为 二 抗 , 分 别 与 细胞 在 室温 下 孵育 1 hn, 清洗 
液 清洗 5 min ,重复 清洗 3 W; DAPI 染色 10 min 后 ， 
封 片 后 在 放大 倍数 为 1 000 x 的 条 件 下 ,使 用 BX53F 
2e6 S fiii ( OLYMPUS, Japan) 对 玻 片 进行 观察 与 
图 像 采 集 ,观察 BmDUOX 的 亚 细 胞 定位 情况 。 
1.7 RE BmDUOX 的 表达 模式 分 析 
1.7.1 在 不 同 发 育 时 期 家 看 中 的 表达 谱 : 分 别 将 
液 氮 研磨 结合 强 裂解 液 法 ( 刘 加 彬 等 , 2002 ) 提取 的 
KE 5 龄 第 3 日 幼虫 、 肾 成虫 的 总 蛋白 作为 抗原 ， 
以 获得 的 Anti-BmDUOX 鼠 多 抗 作为 一 抗 ,HRP 标 
记 的 羊 抗 鼠 IgG (Sigma, America) 为 二 抗 进行 
Western blot 分 析 , 以 检测 BmDUOX 在 家 看 不 同时 
期 的 表达 谱 , 实 验 重复 2 次 。 
1.7.2 在 家 看 不 同 组 织 中 的 表达 谱 : 收集 家 人 蛋 5 
龄 第 3 日 幼虫 的 表皮 脂肪 体 .中 肠 、 生 殖 腺 、 血 细胞 
等 组 织 以 及 家 答 成 虫 的 头 、 脂 肪 体 、. 表 皮 和 生殖 腺 ， 
使 用 Trizol 法 提取 总 RNA 并 反 转 录 合 成 cDNA。 半 


















































度 为 12% 的 SDS-PAGE 电泳 检测 重组 蛋白 的 诱导 
表达 情况 ,随后 使 用 Ni-NTA 杂 和 层 析 柱 (QIACEN ， 
Germany ) 纯化 目标 蛋白 并 存 于 -20% 备用 。 
1.5 Anti-BmDUOX 多 克隆 抗体 制备 及 免疫 印迹 
分 析 

参照 前 人 报道 的 多 克隆 抗体 制备 方法 ( 刘 泽 锋 
等 , 2017) ,将 纯化 获得 的 目标 蛋白 作为 免疫 抗原 。 
首次 免疫 将 抗原 与 弗 氏 完全 佐 剂 (Sigma,，America) 
按 体积 比 1:1 混 合并 充分 乳化 , 按 每 次 100 pg/ 只 的 
剂量 皮下 多 点 注射 昆明 小 鼠 。 分 别 在 初次 免疫 后 第 
2,3 和 4 周 将 抗原 与 弗 氏 不 完全 佐 剂 ( Sigma， 
America) 按 体积 比 1:1 充 分 乳化 并 按 前 述 方法 进行 
强化 免疫 。 在 第 4 次 免 后 进行 眼底 采血 并 分 离 抗 血 
清 于 -20% 备用 ,并 采用 ELISA 法 测定 抗体 效 价 。 
将 重组 表达 和 蛋白 经 SDS-PAGE 分 离 后 电 转 至 PVDF 
膜 上 ,以 制备 的 Anti-BmDUOX 抗体 为 一 抗 , HRP 标 
记 的 羊 抗 鼠 区 C(Sigma，America ) 为 二 抗 ,使 用 DAB 
































定量 RT-PCR 分 析 的 内 参 基 因为 BmActin3 ( GenBank 
登录 号 : AB701689 ), 5| Jj: BmActin3 F (5'- 
AACACCCCGTCCTGCTCACTG-3'); BmActn3 _ R 
( 5'-GGGCGAGACGTGTGATTTCCT-3');,. BmDUOX 
的 跨 内 含 子 引 物 : BmDUOX _F (5'-CGTACCAA 
TCAAAATCCAGCAA-3'); BnDUOX _ R ( 5'-CATT 
ATATTCAAAGCGCCAAGG-3'), PCR 反应 体系 : 
MgCl, (25 mmol/L) 2.0 uL, 10 x Taq buffer 2. 5 uL, 
dNTP (10 mmol/L) 2.0 uL, E F7£7|4](10 pmol/ 
L)% 0.25 uL, rTaq (2. 5 U/L) 0.2 uL, 模板 
cDNA 1.0 nkL,， 加 灭 苦 去 离子 水 至 25 uL, PCR 扩 
增 程序 : 94% 5 min; 94%C 40 s, 55% 40 s, 72*C 40 
s, 25 个 循环 ;72% 延伸 10 min。 用 浓度 为 1.0 96 F 
脂 糖 疾 胶 进行 电泳 检 测 ,表达 谱 分 析 实 验 重 复 2 次 
进行 。 

1.7.3 BmDUOX 基因 的 病原 诱导 表达 谱 分 析 : 家 
乍 大 造 品种 饲养 于 25C ,75% 相对 湿度 下 , 取 5 S 
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第 3 日 幼虫 ,诱导 前 12 h 停止 喂食 使 之 处 于 饥饿 状 
态 。 按 5 x 10* 个 / 头 的 剂量 ,分 别 将 沙 雷 氏 杆菌 5. 
marcescens , Jg vc rpg ZR TTE B. bombysepticus 
和 毕 赤 酵母 P. pastoris 悬浮 液 均匀 涂 布 于 洗 净 的 桑 
nE H, RUE A AATF JE E TIo KEMT R 
采用 的 添 食 浓度 为 5 x 10 个 / 头 。 添 食 h 后 将 家 
和 蛋 移 至 洁净 的 环境 下 进行 正常 饲养 并 计时 ,在 添 食 
微生物 3, 6, 12 和 24 h 后 解剖 收集 家 符 中 肠 组 织 ， 
分 别提 取 总 RNA 后 以 反 转 录 的 cDNA 为 模板 进行 
半 定 量 RT-PCR 分 析 。 扩 增 引 物 : BmDUOX_RT_F 
( 5'-CGTACCAATCAAAATCCAGCAA-3') ; BmDUOX 
.RT R(S'-CATTATATTCAAAGCGCCA AGG-3'), 
反应 体系 : MgCl, (25 mmol/L) 2.0 uL, 10 x Taq 
buffer 2.5 uL, dNTP (10 mmol/L) 2.0 uL, E Ff 
引物 (10 pmol/L ) 各 0.25 uL, rTaq (2.5 U/uL) 
0.2 uL, 模板 cDNA 1.0 uL, 加 灭 菌 去 离子 水 至 25 
pL。 扩 增 程序 : 94C 5 min; 94C 40 s, 56% 40 s, 
72*C 40 s, 25 个 循环 ;72Y 延伸 10 min。 随 后 使 用 
胶 浓 度 为 1.0 名 的 琢 脂 糖 凝 胶 进 行 分 析 , 实 验 重复 
2 次 。 
1.8 细胞 活性 氧 检测 分 析 

将 正常 培养 的 BmE 细胞 接种 至 24 孔 板 中 ,使 
细胞 贴 壁 生长 至 90% 左右 ,分 为 正常 对 照 组 .家 看 
WUT s S48 ROSUP 阳性 处 理 组 进行 实验 ,每 
组 3 次 重复 。 首 先 ,向 家 大 微 孢 子 虫 诱导 组 中 加 入 
成 熟 孢 子 至 每 个 细胞 周围 约 10 个 孢子 ,28% 条 件 下 
培养 24 h。 随 后 使 用 无 血清 培养 液 按照 体积 比 1: 
1 000 的 比例 稀释 活性 氧 检测 试剂 盒 (用 云天 ,上 海 ) 
中 的 DCFH-DA 试剂 ,用 于 进行 探 针 标记 。 对 正常 
对 照 组 .家 蛋 微 钨 子 虫 诱导 组 和 ROSUP 阳性 处 理 组 
同时 进行 处 理 , 向 每 个 孔 中 加 入 300 pL 稀释 的 
DCFH-DA ,于 28C Z& fF F 8£ £j 30 min, 用 灭 菌 的 
PBS 缓冲 液 清洗 细胞 3 次 。 然 后 ,向 ROSUP 阳性 处 
理 组 中 以 体积 比 1:1 000 的 比例 加 入 试剂 盒 中 提供 
的 ROSUP 试剂 ,于 28% 下 孵育 30 min; A) AKIE T. 
微 镜 在 488 nm 激发 波长 ,525 nm 发 射 波长 下 进行 
观察 ,并 记录 实验 结 
























































2 结果 


2.1 RÆ BmDUOX 蛋白 的 序列 分 析 

基于 氨基 酸 序列 同 源 比 对 分 析 , 在 家 盔 基 因 组 
数据 库 中 获得 一 条 双重 氧化 酶 基因 BmDUOX ,与 前 
人 报道 的 序列 (CenBank 登录 号 : JQ768349 ) 一 至 


(Hu et al., 2013), BmDUOX 基因 定位 于 家 看 第 8 
号 染色 体 ,具备 26 个 外 显 子 。BmDUOX 和 蛋白 的 分 
子 质量 为 164 kD ,等 电 点 为 8.8 ,不 具备 信号 肽 ,有 6 
次 路 膜 区 ,具有 一 定 的 玻 水 性 ; 亚 细 胞 定位 预测 分 析 
表明 其 可 能 分 布 于 细胞 膜 。 家 香 BmDUOX 与 来 自 
意大利 蜜蜂 Apis mellifera .斑马 鱼 以 及 人 类 等 物种 的 
DUOX 和 蛋白 类 似 ,都 预测 具有 Peroxidase, Ferric _ 
reduct, EF-hand, FAD-binding 和 NAD-binding 结构 
域 (Hu et al., 2013) 。 对 DUOX 和 蛋白 在 不 同 物种 中 
的 跨 膜 次 数 与 跨 膜 模式 进行 分 析 结 果 表 明 , 除 了 红 
&E 7k rfi Takifugu rubripes 的 DUOX 有 4 个 路 膜 域 ， 
秀丽 隐 杆 线虫 Caenorhabditis elegans 和 佛罗里达 马 
背 蚁 Camponotus floridanus 具有 7 个 跨 膜 域外 , 意 大 
利 蜜蜂 、 冈 比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae RERI ZK 
R., EH, JEX Gallus gallus, %& 家 BR Rattus 
norvegicus .小 家 鼠 Mus musculus、 人 类 等 的 DUOX 4E 
白 均 具有 6 次 跨 膜 区 (图 1: A) , 且 它 们 的 跨 膜 模式 
一 致 (图 1: B)。 这 些 结果 提示 DUOX 蛋白 在 诸多 
物种 中 具有 保守 的 生物 学 功能 。 

系统 发 育 分 析 结 果 表明 ,家 看 的 BmDUOX 与 鳞 
X8 HEEREN Danaus plexippus 的 DUOX X 
为 一 校 ,这 表明 二 者 的 进化 关系 最 近 , 这 一 结果 与 前 
人 报道 (Hu et al.，2013 ) 一 致 。 为 了 进一步 了 解 
BmDUOX 中 peroxidase 结构 域 可 能 行使 的 功能 , 通 
过 多 重 序列 比 对 分 析 了 家 看 与 其 他 物种 DUOX 的 
peroxidase 结构 域 的 序列 相似 性 ,结果 表明 家 看 的 
BmDUOX_POD 序列 与 其 他 物种 POD 结构 域 的 底 物 
结合 位 点 和 heme 结合 位 点 都 比较 保守 , 且 
BmDUOX_POD 与 人 类 的 hDUOX2_POD 的 序列 相似 
度 为 40% ,与 秀丽 隐 杆 线虫 的 CeDUOX1_POD 的 序 
列 相似 度 达 到 50% 。 这 提示 家 看 的 BmDUOX_POD 
可 能 与 已 报道 功能 的 人 类 和 线虫 的 DUOX_POD 具 
有 类 似 的 生物 学 功能 。 
2.2 RÆ BmDUOX 的 多 克隆 抗体 制备 

选择 BmDOUX 和 蛋白 中 亲 水 性 较 强 的 膜 外 部 分 
作为 免疫 抗原 进行 多 克隆 抗体 制备 ,一 方面 有 利于 
原核 异 源 表 达 的 顺利 进行 ,同时 以 膜 外 部 分 作为 抗 
体 识别 表 位 将 有 助 于 提高 后 续 和 蛋白 质 亚 细胞 定位 的 
准确 性 。 首 先 , 采 用 TMHMM Server, HMMTOP 和 
TMpred 3 个 软件 对 BmDUOX 的 跨 膜 区 域 进 行 预测 ， 
结果 显示 BmDUOX 和 蛋白 NN 端 第 49 -176 位 氨基 酸 
残 基 同 时 被 预测 为 膜 外 部 分 , 命名 为 BmDUOX _ 
OM, UZER HA RNA 反 转 录 获 得 的 sscDNA 为 
模板 ,使 用 针对 BmDUOX 0M 片段 的 克隆 引物 进行 
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PCR 扩 增 ,获得 了 长 度 为 430 bp 左右 的 目的 条 带  BmDUOX_OM 转 入 大 肠 杆菌 表达 菌株 Transetta 
(图 2: A), PCR 产物 连接 pCold I 载体 后 转 入 (DE3) 中 ,以 终 浓 度 为 0.2 mmol/L 的 IPTG 诱导 重 
DH5a 中 并 筛选 阳性 克隆 ,将 测序 正确 的 pCold 1- 组 蛋白 表达 ,以 未 加 IPTG 诱 导 的 菌 作为 对 照 进 行 
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图 1 DUOX 和 蛋白 的 跨 膜 域 分 析 
Fig. 1 Transmembrane regions of DUOXs 
A: DUOX 和 蛋白 的 跨 膜 次 数 分 析 Transmembrane numbers of DUOXs from different organisms; B: DUOX 蛋白 的 跨 膜 模 式 分 析 Transmembrane forms 


of the transmembrane domains in DUOXs. 
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图 2 ZÆ BmDUOX OM 的 基因 克隆 与 多 克隆 抗体 制备 


Fig. 2 Gene cloning and preparation of polyclonal antibodies of BmDUOX_OM 

A: BmDUOX 0M 基因 的 PCR 扩 增 PCR amplification of BmDUOX 0M; B: 原核 重组 表达 蛋白 rBmDUOX. OM 的 SDS-PAGE 检测 SDS-PAGE of 
prokaryotic recombinant expression protein of rtBmDUOX. OM; C: rBmDUOX OM 纯化 蛋白 的 SDS-PAGE 分 析 SDS-PAGE of purified rBmDUOX OM; 
D: Anti-BmDUOX. OM 多 克隆 抗体 的 特异 性 分 析 Characterization of polyclonal antibodies against BnDUOX. OM. M: Trans 5K DNA 分 子 量 标准 
Trans 5K DNA marker; M1: 蛋白 质 高 分 子 量 标准 Protein molecular weight standard, high range; M2; ECL 标记 ECL marker; M3; 蛋白 质 中 分 子 量 
标准 Protein molecular weight standard, middle range; 1: BmDUOX OM 基因 PCR 扩 增 PCR amplification of BmDUOX 0M; 2: 未 诱导 的 BmDUOX 
_OM-pCold I 重组 表达 菌株 总 蛋白 Total proteins from non-induced E. coli with recombinant plasmid BmDUOX .OM-pCold. I ; 3: IPTG 诱导 后 
BmDUOX OM-pCold I 重组 表达 菌株 的 总 蛋白 Total proteins from induced E. coli with recombinant plasmid BmDUOX OM-pCold 1 ; 4: 纯化 后 的 
rBmDUOX-OM 蛋白 Purified protein rBmDUOX-OM; 5: Anti-BmDUOX. OM 多 克隆 抗体 的 免疫 印迹 分 析 Western blotting of obtained polyclonal 
antibodies against BhnDUOX OM. 
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SDS-PAGE 电泳 ,检测 后 发 现 约 18 kD 高 量 差异 表 
达 的 目的 重组 蛋白 (图 2: B)。 随 后 ,使 用 亲 和 层 析 
法 纯化 获得 重组 蛋白 (图 2: C) ,并 将 纯化 的 重组 蛋 
白 作 为 抗原 注射 免疫 昆明 小 鼠 获得 了 Anti- 
BmDUOX 的 多 克隆 抗体 ,测定 效 价 为 1:5 400。 分 
别 将 纯化 获得 的 rBmDUOX_OM 和 家 看 总 和 蛋白 经 
SDS-PAGE 电泳 后 转移 至 PVDF fi b, 与 Anti- 
BmDUOX 抗体 进行 免疫 印迹 分 析 ( 图 2: D) ,结果 表 
明 Anti-BmDUOX 抗体 能 够 特异 地 与 TBmDUOX_OM 
蛋白 发 生 显 色 反应 ,表明 Anti-BmDUOX 抗体 特异 性 
较 好 ,能 够 用 于 后 续 研 究 。 

2.3 BmDUOX 在 BmE 细胞 中 的 分 布 特征 分 析 














位 情况 进行 研究 ,结果 如 图 3 所 示 : 阴 性 血清 处 理 的 
除了 蓝 色 的 细胞 核 外 ,未 观察 到 明显 的 绿色 这 
。 与 之 不 同 的 是 ， e Anti- 
BmDUOX 抗体 孵育 后 的 BmE 细胞 中 能 观察 到 目的 
言 号 , 且 在 细胞 边缘 附近 is 
杂交 信号 。 上 述 结果 提示 BmDUOX 于 BmE 细胞 的 
质 膜 上 行使 功能 ,这 与 已 报道 的 BmDUOX 在 BmN 
细胞 中 的 定位 情况 一 致 (Hu et al., 2013), 
2.4 RA BmDUOX 的 表达 模式 分 析 
采用 液 氮 研磨 法 提取 家 等 幼 虫 . 师 和 成 虫 的 总 
蛋白 (图 4: A) ,提取 的 条 带 清晰 且 较 丰富 。 利 用 制 
备 的 Anti-BmDUOX 抗体 分 析 家 奉 BmDUOX 在 各 时 




















利用 IFA 实验 对 BmDUOX 在 BmE 细胞 中 的 定 。 期 的 蛋白 表达 谱 ( 图 4: B), 结果 表明 , 印迹 分 子 量 
SE r 免疫 荧光 染色 
N H 然 光 DAPURB, Immunofluorescent EmA 
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图 3 MIRED GIT BmDUOX 在 BmE 细胞 中 的 定位 


Fig. 3 Location of BmDUOX in BmE cells by indirect immunofluorescence analysis 
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图 4  BmDUOX 蛋白 在 家 看 不 同 发 育 时 期 的 表达 谱 
Fig. 4 Expression patterns of BmDUOX in different developmental stages of Bombyx mori 

















A: 幼虫 、 肾 和 成 虫 





总 蛋白 Total proteins of larva, pupa and adult; B; Anti-BmDUOX 抗体 与 总 蛋 
BmDUOX antiserum; M; 预 染 蛋白质 分 子 量 标准 Prestained protein marker; M 
proteins of the 5th instar day-3 larva; 2: Wj A ÆA Total proteins of pupa; 3: 成 虫 总 蛋 F 





Western blot 分 析 Western blotting of the Anti- 
; ECL 分 子 量 标准 ECL marker; 1: 5 龄 第 3 日 幼虫 总 蛋白 Total 
Total proteins of adult; 4; 成 里 总 蛋白 免疫 印迹 Western 


















































blotting of total proteins of adult; 5: 5 龄 第 3 日 幼虫 总 蛋白 免疫 印迹 Western blotting of total proteins from the 5th instar day-3 larva; 6; Z& f Wf ca 4 








免疫 印迹 Western blotting of total proteins of silkworm pupa. 
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大 小 均 在 170 kD 左右 ,与 预测 分 子 量 一 致 , 旦 在 家 
ARES 5 龄 第 3 日 幼虫 中 ,BmDUOX 和 蛋白 的 表达 
量 相对 较 高 ,而 在 师 期 表达 量 较 低 。 

使 用 半 定 量 RT-PCR 方法 进一步 分 析 了 
BmDUOX 在 家 符 幼 虫 和 成 虫 不 同 组 织 中 的 表达 谱 ， 
结果 如 图 5 所 示 , BmDUOX 在 家 看 幼虫 组 织 中 均 有 
转录 , 且 在 表皮 、 精 集 、 卵 人 筑 和 头 内 高 量 表 达 , 这 一 结 
REIS BmDUOX 基因 在 多 个 组 织 中 具有 转录 活性 ， 
可 能 是 行使 多 个 功能 的 蛋白 ; BrmDUOY EREE 
的 卵巢 、 精 巢 、 表 皮 和 脂肪 体 等 组 织 中 也 有 较 高 的 转 
录 活 性 。 因 此 ,推测 其 在 家 牌 幼 虫 和 成 虫 体 内 均 行 
使 功能 。 

在 正常 情况 下 ,BmDUOX 在 中 肠 内 的 表达 量 相 
对 较 低 ,为 了 深入 分 析 该 基因 能 否 在 受到 外 界 微 生 
物 入 侵 时 参与 家 不 的 肠 道 免疫 反应 ,随后 采用 半 定 
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Œ RT-PCR 的 方法 分 析 比 较 了 家 和 蛋 5 龄 第 3 日 幼虫 
受 家 春 微 息 子 虫 、 沙 雷 氏 杆菌 、 黑 胸 败 血 病 芽 孢 杆菌 
和 毕 赤 酵母 诱导 后 中 肠 样 品 中 BmDUOX 的 转录 情 


况 ( 图 6)。 结 果 表 明 ,不 同 病 原 微生物 对 BmDUOX 
的 诱导 表达 差异 明显 。 在 整个 诱导 过 程 中 ,与 对 照 


BmDUOX 的 表达 量 相 比 较 , 毕 未 酵母 和 黑 胸 败 血 病 
芽 移 杆菌 未 能 诱导 其 表达 量 上 调 ; 而 沙 雷 氏 杆 菌 对 
BmDUOX 的 诱导 较 弱 ,并 在 诱导 晚期 (48 h) KEE 
常 水 平 ;只 有 在 家 乍 微 孢子 虫 诱导 后 BmDUOX 的 表 
达 量 呈现 持续 上 调 的 趋势 。 这 表明 家 看 微 人 折子 虫 作 
为 专 一 通过 中 上 肠 感染 家 春 的 病原 微生物 入 侵 宿 主 后 
能 诱导 宿主 中 肠 BmDUOX 表达 水 平 增加 ,提示 宿主 
家 答 能 够 通过 产生 肠 道 上 皮 免 疫 以 抵抗 家 鼻 微 孢子 
虫 的 侵 染 。 
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Fig. 5 Expression patterns of BmDUOX in tissues of Bombyx mori 
A: BmDUOX EZE 5 龄 第 3 日 幼虫 各 组 织 中 的 表达 谱 Expression pattern of BmDUOX in tissues of B. mori 5th instar day-3 larvae; B: BmDUOX 在 
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Expression pattern of BmDUOX in tissues of B. mori adults. BmActin3 为 内 参 基 因 。BmActin3 was employed as a 
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K6 KRIJE P BmDUOX 基因 病原 诱导 不 同时 间 后 的 表达 谱 


Fig. 6 Expression patterns of BmDUOX in Bombyx mori midgut at different time after being challenged by pathogenic microorganisms 


以 正常 饲养 的 家 看 5 龄 第 3 日 幼虫 为 对 照 组 ,各 种 病原 微生物 学 诱导 组 为 实验 组 ; Brm4ctin3 为 转录 说 





普 分 析 的 内 参 基 因 。 妃 mori 5th instar day-3 





larvae reared under the normal conditions were used as the control group, and pathogenic microorganisms treated larvae were used as the experimental 


groups. BmActin3 was employed as a reference gene in the analysis. 
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2.5 ZEUG mx BmE 细胞 的 ROS 诱导 分 析 

按 前 述 方法 ,在 各 处 理 组 中 收集 少量 细胞 ,利用 
DAPI 试剂 对 细胞 核 进行 染色 ,随后 在 荧光 显微镜 下 
WMR T). RER KEMAT RATA A 
BmE 细胞 与 阳性 对 照 组 类 似 ,细胞 内 均 可 观察 到 较 
强 的 绿色 严 光 。 这 表明 当家 看 微 孢 子 忠 入 侵 家 看 
BmE 细胞 后 ,细胞 内 的 ROS 含量 显著 增加 ,推测 家 
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Fig. 7 Detection of the production of ROS in BmE cells after induction by Nosema bombycis 
E WIKE BmE Ze yop H2, KEMUT nbus See BmE 细胞 为 实验 组 ;ROSUP 处 理 的 BmE 细胞 为 阳性 对 照 组 。DAPI 染色 用 于 




















看 微 孢 子 虫 的 侵 染 可 以 触发 家 看 细胞 的 DUOX-ROS 
言 号 通路 ,使 细胞 产生 较 大 量 的 ROS. 以 抵抗 家 春 微 
孢子 虫 的 进一步 侵 染 。 结 合 前 述 结 果 ,提示 宿主 家 
大 可 以 通过 诱导 BmDUOX 的 表达 量 上 调 来 增强 细 
胞 内 的 ROS 水 平 ,进而 在 宿主 免疫 家 春 微 人 和子 虫 的 
侵 染 过 程 中 行使 重要 的 免疫 功能 。 
































DCF 探 针 标 记 
Labeled by AmE 


DCF probe Merge 








标记 细胞 核 ,DCF 探 针 用 于 标记 细胞 内 的 ROS 产物 。BmE cells cultivated under the normal conditions were treated as the control group, N. 


bombycis-treated BmE cells were used as the experimental group, and ROSUP treated BmE cells were the positive control. DAPI staining was used to label 





the nucleus of cells, and DCF probes were employed to mark ROS products in cells. 


3 讨论 


本 研究 通过 生物 信息 学 研究 发 现 家 大 双重 氧化 
酶 ( BmDUOX ) 主要 包 合 N 端 过 氧化 物 酶 
(peroxidase) , EF-hand 和 FAD 结合 与 NAD 结合 
区 、Ferric_reduct 等 结构 域 ,是 这些 结构 域 在 物种 间 
十 分 保守 。 对 不 同 物种 中 DUOX 的 跨 膜 域 数目 和 
跨 膜 方 式 进行 分 析 , BmDUOX 具有 6 个 跨 膜 区 ,在 
EF-hand 结构 域 上 游 预 测 跨 膜 1 次 ,下 游 跨 膜 5 次 ， 
其 数量 和 形式 与 黑 腹 果 蝇 、 人 类 和 斑马 鱼 等 的 
DUOX 完全 相同 。 对 BmDUOX 的 系统 发 生 分 析 表 
8j,DUOX 蛋白 的 进化 也 非常 保守 。DUOX 和 蛋白 在 
不 同 物种 间 的 高 度 保守 性 ,表明 其 可 能 行使 极为 保 
守 的 功能 。 果 蝇 DUOX 在 维持 肠 道 正 常 微 生物 群 
落 与 清除 人 侵 病原 微生物 的 过 程 中 发 挥 重 要 的 作用 

















(Ha et al., 2005) ,斑马 鱼 DUOX 在 肠 道 抗菌 免疫 反 
应 中 也 具有 功能 (Flores et al., 2010) ,人 类 DUOX 
在 甲状 腺 和 呼吸 道上 皮 中 表达 , 且 参 与 了 甲状 腺 合 
成 与 上 皮 免 疫 等 过 程 ( Moreno et al., 2002) 。 因 此 ， 
推测 BmDUOX 也 可 能 在 清除 人 侵 肠 道 的 病原 微 生 
物 过 程 中 扮演 角色 。 对 BmDUOX 中 peroxidase 结构 
域 ( BmDUOX_POD ) 氨基 酸 多 重 序列 比 对 分 析 表 明 ， 
BmDUOX_POD 序列 与 其 他 物种 POD 结构 域 中 的 底 
物 结合 位 点 和 heme 结合 位 点 都 十 分 保守 , 且 
BmDUOX, POD 与 人 类 hDUOX2_POD 的 序列 相似 度 
为 40% ,与 秀丽 隐 杆 线虫 CeDUOX1_POD 的 序列 相 
似 度 达到 50%。 人 类 的 hDUOXO 和 线虫 的 
CeDUOXI 的 peroxidase 结构 域 具有 将 超 氧 化 物 转化 
为 H,0, 的 能 力 (Harper et al., 2006; Meitzler and 
Pr, 2009) ,结果 提示 BmDUOX, POD 也 可 能 具有 类 
似 功能 , 即 在 家 和 蛋 细 胞 中 参与 将 超 氧化 物 转 化 为 
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H,O, 的 过 程 ,深入 分 析 H,0, 在 体内 体外 对 病原 微 
生物 的 清除 与 杀伤 作用 ,成 为 进一步 了 解 家 看 肠 道 
免疫 机 制 的 重要 研究 内 容 。 

当 哺乳 动物 的 机 体 上 皮 屏 障 (呼吸 道 . 甲 状 腺 、 
唾液 腺 或 胃 肠 道 ) 受到 病原 微生物 入 侵 时 ,上 皮 细 
胞 会 产生 ROS 应 答 ( Bae et al., 2010), RHH, 
当中 上 肠 受 到 病原 微生物 侵 染 时 ,会 迅速 地 释放 
ROS, 对 入 侵 微 生物 进行 杀伤 (Lemaitre and 
Hoffmann , 2007) ,这 被 认为 是 肠 道 抵抗 病原 微生物 
人 和信 侵 的 最 初 防线 。ROS 包括 超 氧 负离子 .过 氧化 氢 
和 和 氧 氧 根 离子 等 由 氧 衍 生 的 小 分 子 物 质 ,其 在 包括 
宿主 防御 、 有 丝 分 裂 \. 集 尔 蒙 生物 合成 、 凋 亡 和 受精 
等 生理 学 过 程 中 扮演 着 重要 的 角色 。ROS 可 引起 
过 氧化 损伤 ,可 杀 灭 人 侵 机 体 的 微生物 ( Lambeth ， 
2007) , 免疫 诱发 的 过 氧化 物 酶 (IRC ) 会 对 微生物 诱 
导 产 生 的 过 量 ROS 进行 清除 ,保护 宿主 免 受过 度 的 
氧 压力 的 破坏 (Ha et al., 2005) 。 诸 多 研究 表明 , 生 
物体 中 ROS 的 产生 受 双 氧化 物 酶 (DUOX ) 蛋白 的 
调控 ( Ritsick et al., 2004), 。 而 Caq 一 PLCB 一 IP3 一 
Ca 一 一 DUOX 一 *ROS 线性 信和 号 通路 被 证 明 负 责 调 节 
Arp DUOX 的 酶 活 , 且 可 能 通过 DUOX 蛋白 中 与 
Ca 六 结合 相关 的 EF-hand 元 件 实现 (Bae et al., 
2010) 。 本 研究 中 ,通过 对 家 和 蛋 BmDUOX 的 表达 模 
式 进 行 分 析 , 表 明 BmDUOX 可 在 家 和 蛋 幼 虫 和 成 虫 阶 
段 表达 量 较 高 , 旦 在 幼虫 表皮 、 精 集 、 卵 偶 和 头等 组 
织 中 高 量 表达 ,在 中 肠 和 血细胞 中 低 量 表达 ;在 成 虫 














































































































获得 BmDUOX 蛋白 膜 外 部 分 BmDUOX_OM ,并 以 其 
为 抗原 ,通过 皮下 多 点 免疫 的 方式 获得 了 特异 性 较 
好 的 多 克隆 抗体 。Western blotting 和 间接 免疫 获 光 
分 析 表 明 ,获得 的 多 克隆 抗体 特异 性 较 好 ,和 蛋白 主要 
分 布 于 BmE 细胞 的 细胞 膜 上 。 这 与 BmDUOX 在 家 
Æ BmN 细胞 中 的 定位 情况 一 致 (Hu et al., 2013)。 
这 为 后 续 分 析 BmDUOX 亚 细 胞 定位 和 功能 分 析 提 
供 了 基础 。 

综 上 所 述 ,本 人 研究 在 Hu 等 (2013 ) 对 BmDUOX 
鉴定 和 BmDUOX 和 蛋白 结构 域 . 进 化 树 及 其 在 维持 家 
春 肠 道 微生物 稳 态 过 程 中 可 能 行使 的 生物 学 功能 所 
方面 研究 的 基础 上 ,以 家 符 双 重 氧化 酶 BmDUOX E 
白 为 研究 对 象 ,对 BmDUOX 蛋白 序列 特征 ,不 同 发 
育 时 期 和 组 织 表 达 模 式 , 病 原 诱导 表达 模式 及 亚 细 
胞 定位 等 进行 更 为 系统 地 分 析 , 同 时 研究 病原 诱导 
后 细胞 ROS 水 平 的 变化 情况 ,更 进一步 探讨 了 
BmDUOX 的 上 调和 ROS 水 平 升 高 的 关系 ,有 助 于 深 
和 人 理解 ROS 免疫 在 昆虫 肠 道 免疫 中 的 重要 作用 。 
有 趣 的 是 ,研究 发 现 专 一 通过 肠 道 起 始 感染 的 家 看 
EAEE METE AEE BmDUOX 在 
KEI RME VL Pe RIKE eg, HAEATA a 
内 ROS 含量 明显 增加 ,这 表明 BmDUOX 对 家 看 微 
孢子 虫 的 侵 染 响应 更 为 强烈 ,提示 其 可 能 参与 宿主 
对 微 抱 子 虫 入 侵 的 免疫 反应 。 总 之 ,这 为 今后 深入 
分 析 BmDUOX 和 蛋白 在 家 看 肠 道 免疫 机 制 中 的 扮演 
的 角色 和 深入 理解 家 看 对 家 看 微 伯 子 虫 的 免疫 机 制 









































PR Bg E RE RS Verb e d^ S RURSUS 
导 实验 表明 ,经 口感 染 与 传播 的 家 看 微 孢子 虫 对 
BmDUOX 的 诱导 最 为 强烈 , 且 其 能 诱导 家 盔 BmE 
细胞 内 ROS 水 平 明 显 提高 , 提示 家 乍 微 孢 子 虫 N. 
bombycis 侵 染 家 香 后 宿主 能 够 对 其 进行 识别 ,调控 
DUOX 表达 量 以 触发 ROS 释放 ,进而 形成 家 香肠 道 
上 皮 对 家 得 微 雹 子 虫 人 侵 的 最 初 防线 。 家 鼻 微 孢子 
虫 作为 看 业 生 产 的 法 定 检 疫 对 象 ,其 引起 的 微粒 子 
病 能 够 给 看 业 生 产 带 来 较 大 的 经 济 损失 ( Chen. et 
al., 2017) 。 目 前 对 家 看 微 孢 子 虫 的 研究 主要 集中 
在 结构 蛋白 ( Wu et al., 2008) \ 侵 染 相关 和 蛋白 (Li et 
al., 2012; Yang et al., 2014) 和 病原 引起 的 宿主 应 
7E ( Ma et al., 2013; Yue et al., 2015) 等 方面 ,而 从 
ft ED Va EAE HOS Zr tfl T^ R B] ACE BLUES DR 
为 少见 。 因 此 ,后续 深 入 开展 BmDUOX 在 家 看 肠 道 
免疫 反应 中 的 生物 学 功能 ,可 为 解析 宿主 对 家 得 微 
粒子 病 的 抵抗 机 理 提供 重要 的 线索 。 

另外 ,通过 原核 表达 结合 His 亲 和 层 析 法 纯化 




































































莫 定 坚实 的 基础 。 
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